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1. UVOD

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, poznatija kao protokatehuicna kiselina, pripada
skupini polifenolnih spojeva te predstavlja vrstu Siroko rasprostranjene fenolne kiseline. Kao 1
ostali polifenoli koji se prirodno nalaze u biljkama, pokazuje znacajan blagotvorni uc¢inak na
ljudski organizam S$to ju C¢ini predmetom sve veceg znanstvenog interesa. Izuzev
antioksidacijskog djelovanja, polifenole karakterizira antimutageno, protuupalno i
antikancerogeno djelovanje te je zbog navedenih svojstava vazno detektirati njihove
koncentracije u realnim uzorcima, kako bi se mogao pratiti njihov dnevni unos u organizam.

Cilj rada bio je ispitati elektrokemijska svojstva 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline, §to je
zahtijevalo pronalazak najpogodnije elektrode za elektrokemijsku karakterizaciju navedenog
polifenola. Osim pracenja utjecaja pH vrijednosti, vremena 1 adsorpcije te koncentracije na
potencijal i struju oksidacijskog strujnog vrha, vazno je bilo detektirati 3,4-dihidroksibenzojevu
kiselinu u realnim uzorcima diferencijalnom pulsnom voltametrijom. Takoder, ciklicka
voltametrija i DPPH metoda predstavljaju metode od velike vaznosti, uz diferencijalnu pulsnu
voltametriju, koje su omogucile prac¢enje utjecaja brzine polarizacije elektrode na potencijal i
struju  oksidacijskog strujnog vrha te odredivanje antioksidativne aktivnosti 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline.

Prvi dio rada, odnosno Literaturni pregled obuhvaca definiciju, podjelu i glavna obiljezja
polifenola te 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline; njezina svojstva, biolosku vaznost te mehanizam
njezina antioksidacijskog djelovanja. Takoder, detaljnije su opisane elektrokemijske metode
koje obuhvacaju potenciometriju, voltametriju, kulometriju, konduktometriju 1 dielektrometriju.
U drugom dijelu rada, odnosno Eksperimentalnom dijelu navedene su koriStene kemikalije,
nacin pripreme otopina, koriStene metode i aparatura te uvjeti pri kojima su elektrokemijska
mjerenja provedena. U dijelu Rezultati 1 rasprava prikazani su 1 interpretirani dobiveni rezultati

koji su konacno objedinjeni u Zakljucku.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. POLIFENOLI

Polifenoli su tvari specifi¢nih svojstava koje su biljke sintetizirale za obranu od napada
patogena, UV zracCenja i1 herbivora te predstavljaju Siroko rasprostranjenu heterogenu grupu
sekundarnih biljnih metabolita i jednu od najvaznijih klasa prirodnih antioksidanasa koji mogu
neutralizirati slobodne radikale doniranjem elektrona ili atoma vodika. Osim navedenog,
polifenoli djeluju blagotvorno na organizam ¢ak u vrlo malim koli¢inama te su mnogi polifenoli
pokazali Sirok raspon bioloSkih ucinaka u prevenciji dijabetesa, raka, kardiovaskularnih,
neurodegenerativnih i drugih bolesti [1].

Polifenoli podazumijevaju vise od 8000 spojeva otkrivenih u razli¢itim biljnim vrstama.
Navedeni spojevi imaju razliite kemijske strukture, ukljucujuéi jednostavne hidroksimetilne
kiseline 1 antocijane te sloZzene flavonoide i tanine s jednim ili pak viSe hidroksiliranih
benzenskih prstenova u vlastitim strukturama. S obzirom na njihovu raznolikost, polifenoli se
na temelju njihove kemijske strukture i kemijskih svojstava mogu svrstati u nekoliko definiranih
grupa, a svi nastaju od zajednickog intermedijera, fenilalanina, odnosno bliskog prekursora,

Sikiminske kiseline. Glavne skupine ukljucuju fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane
(Slika 1.) [1,3].
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Slika 1. Klasifikacija polifenola.

Primarno se javljaju u konjugiranom obliku s jednim ili viSe ostataka Secera vezanih za
hidroksilne skupine, iako postoje i izravne veze SeCera (polisaharida ili monosaharida) s
aromaticnim ugljikom. Povezivanje s drugim spojevima, poput karboksilnih 1 organskih
kiselina, amina i lipida takoder je uobicajeno [2].

Polifenoli pokazuju Sirok spektar fizikalno-kemijskih svojstava, ovisno o njihovoj
strukturi. Sto se ti¢e topljivosti, osim ako nisu potpuno esterificirani ili glikozilirani, biljni fenoli
obi¢no su topljivi u polarnim organskim otapalima. Vecina fenolnih glikozida topljiva je u vodi,
dok odgovarajuce aglikone karakterizira manja topljivost. Uz nekoliko iznimaka, topljivost u
vodi raste s brojem prisutnih hidroksilnih skupina. Takoder, svi fenolni spojevi pokazuju
intenzivnu apsorpciju u UV podrucju spektra te svaka skupina fenolnih spojeva ima specificne

karakteristike apsorpcije [3].



Osim navedenih osnovnih fizikalno-kemijskih svojstava, polifenoli imaju zajednic¢ka
dva temeljna fizikalno-kemijska svojstva koja ¢ine osnovu njihovog djelovanja; redukcijska
aktivnost koja upravlja njihovim antioksidativnim svojstvima i osjetljivost na oksidaciju te
svojstva vezivanja koja se pripisuju njihovim aktivnostima keliranja metala i njihovom afinitetu
za proteine, ukljucujuéi enzime, transportne proteine i receptore. Fizikalno-kemijska svojstva
polifenola, posebice njihova kemijska reaktivnost predstavlja jednu od najatraktivnijih tema
istrazivanja u podrucju polifenolnih spojeva [3].

Znanstvena istrazivanja ukazuju na to da polifenoli zbog specifi¢ne bioloske aktivnosti
Stite krvne zile, srce i imunoloski sustav. Takoder, smatra se da imaju pozitivan u¢inak na
prevenciju kroni¢nih upalnih bolesti, tumora te na proces starenja. Najproucavanije svojstvo
polifenola jest kapacitet zaStite organizma od slobodnih radikala i kisikovih reaktivnih vrsta
nastalih tijekom metabolizma kisika koji su glavni uzro€nici oksidativnog oStecenja u stanici.
Mehanizmi antioksidativnog djelovanja polifenola mogu ukljucivati izravno uklanjanje
reaktivnih slobodnih radikala, keliranje metalnih iona u tragovima uklju¢enih u stvaranje
slobodnih radikala, inhibiciju enzima uklju€enih u proizvodnju slobodnih radikala i regeneraciju
antioksidansa vezanih za membranu [4].

Prooksidativna aktivnost polifenola (Ph-OH) obi¢no je povezana sa stvaranjem ROS-a,
u obliku superoksidnih aniona (0:*"), vodikova peroksida (H20:) te peroksilnih radikala
(ROOe), koji su posljednje meduvrste u procesu lipidne peroksidacije. Navedeni oksidansi

nastaju reakcijama autooksidacije, tj. izravnom oksidacijom molekularnim kisikom (Slika 2.)

[5].

Ph-OH + 0, —Ph-Oe+0,* +H™

20,*4+2H" -H.0,+0-

Slika 2. Reakcije autooksidacije polifenola.



Bioraspolozivost polifenola se razlikuje, no ne postoji veza izmedu koli¢ine polifenola
u hrani i njihove bioraspolozivosti u ljudskom tijelu. Opcenito, aglikoni se mogu apsorbirati iz
tankog crijeva; medutim vecina polifenola prisutna je u hrani u obliku estera, glikozida ili
polimera koji se ne mogu apsorbirati u prirodnom obliku. Prije apsorpcije, navedeni spojevi
moraju biti hidrolizirani crijevnim enzimima ili mikroflorom debelog crijeva. Tijekom
apsorpcije, polifenoli prolaze kroz opseznu modifikaciju; konjugiraju se u crijevnim stanicama
te u jetri metilacijom, sulfatizacijom i/ili glukuronidacijom. Kao posljedica toga, oblici koji
dospijevaju u krv 1 tkiva razlikuju se od onih prisutnih u hrani te je vrlo tesko identificirati sve
metabolite 1 procijeniti njihovu biolosku aktivnost. Naj¢es¢i polifenoli u ljudskoj prehrani nisu
nuzno oni koji pokazuju najvecu koncentraciju aktivnih metabolita u ciljnim tkivima;

posljedi¢no, bioloSka svojstva polifenola uvelike se razlikuju [6,7].

2.2. 3,4-DIHIDROKSIBENZOJEVA KISELINA

3.,4-dihidroksibenzojeva kiselina (Slika 3.), poznatija kao protokatehuicna kiselina
(PCA), fenolni je spoj koji se prirodno pojavljuje u raznim biljnim vrstama, a sadrzi aromatski
prsten 1 dvije hidroksilne skupine. PCA je ekstrahirana iz cvjetova Hibiscus sabdariffa L. (Slika
4.) [8].

3.,4-dihidroksibenzojeva kiselina predstavlja sve ve¢i znanstveni interes zbog svog
antioksidativnog djelovanja, antibakterijskog djelovanja, antikancerogenog djelovanja,
antiulkusnog djelovanja, antidijabetickog djelovanja, antivirusnog djelovanja, protuupalnog
djelovanja, analgetskog djelovanja, hepatoprotektivnog djelovanja te neuroloske i nefrozastitne
aktivnosti. Mehanizam kemopreventivnog djelovanja protokatehui¢ne kiseline povezan je s
radikala te regulaciju antioksidativnih enzima. Utjece na faze 1 1 2 metabolizma odredenih
kancerogena te izravno blokira specificna mjesta vezanja krajnjih kancerogena s molekulom
DNA, Cime se sprjeCava stvaranje adukta koji moze rezultirati mutacijama i neoplasticnom

transformacijom [9,10].



OH

H

Slika 3. Struktura protokatehui¢ne kiseline. Slika 4. Hibiscus sabdariffa L.

Novijim istrazivanjima utvrdeno je da esterifikacija protokatehuic¢ne kiseline povecava
njezinu ucinkovitost kao inhibitora multienzimskog kompleksa NADPH oksidaze u
neutrofilima. Takoder, esterifikacija mijenja i prooksidativnu aktivnost, jer ve¢a hidrofobnost
rezultira pove¢anom i selektivnom prooksidativnom aktivnoséu [5].

Protokatehui¢na kiselina nalazi se u mnogim plodovima, kao §to su $ljive (Prunus
domestica L.), ogrozd (Ribes uvacrispa L.), grozde (Vitis vinifera L.) te u orasastim plodovima,
poput badema. Takoder, prisutna je i u proizvodima biljnog podrijetla, poput maslinovog ulja
ili bijelog vina te u zacinima kao Sto su zvjezdasti anis (/llicium verum L.), melisa (Melissa
officinalis L.) 1 medicinski ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.). Njezin sadrzaj varira ovisno o

vrsti namirnice (Tablica 1. prikazuje sadrzaj PCA u raznim namirnicama) [8].



Tablica 1. Sadrzaj PCA u hrani.

Prehrambeni proizvod

Zelena cikorija
Crvena cikorije
Crne masline
Crna malina
Susene datulje
Svjeze datulje
Zelene masline
Sok od jabuke
Ocat

Bijelo vino

Koncentracija PCA u proizvodu

30,18 mg/100 g svjeze tezine
25,71 mg/100 g svjeze tezine
21,00 mg/100 g svjeze tezine
8,35 mg/100 g suSene tezine
8,34 mg/100 g susene tezine
4,49 mg/100 g svjeze tezine
2,00 mg/100 g svjeze tezine
1,64 mg/100 mL

1,62 mg/100 mL

1,30 mg/100 mL

Kupine 1,01 mg/100 g suSene tezine
Crno vino 0,71 mg/100 mL

Crni ribiz 0,71 mg/100 g suSene tezine
Leca 0,14 mg/100 g svjeze tezine
Bademi 0,44 mg/100 g svjeze tezine
Cvjetaca 0,45 mg/100 g svjeZe teZine
Pivo (bezalkoholno) 0,51 mg/100 mL

LDso (doza ispitivane tvari koja je smrtonosna za 50% eksperimentalne skupine) PCA
iznosi 800 mg/kg intraperitonealnom primjenom i 3,5 g/kg intravenskom primjenom kod
miSeva. LDso protokatehui¢nog aldehida kod miSeva oralnim putem je 1,7 g/kg. Poznato je da
toksicna oralna doza od 500 mg/kg kod miSeva uzrokuje smanjenje GSH (glutationa) u jetri 1
bubrezima, ali ne i smrtnost. Zbog niske apsorpcije oralnim putem, PCA je netoksican i relativno

siguran spoj za oralnu primjenu [8].



2.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST 3,4-DIHIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Derivati hidroksibenzojeve kiseline pokazuju snazno antioksidativno djelovanje.
Konkretno, o-difenoli tipa katehola, kao Sto su 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina (PCA) 1 njezini
esteri, pokazuju visoko antiradikalno djelovanje prema 2,2-difenil-1-pikrilhidrazilu (DPPH) in
vitro, jer se lako pretvaraju u odgovarajuce o-kinone i daljnje sloZzene produkte. Molekularna
struktura PCA ukazuje na snazno antioksidativno i anti-radikalno djelovanje zbog broja
hidroksilnih skupina prisutnih u molekuli PCA. Medutim, PCA esteri imaju vecu
antioksidativnu aktivnost od PCA zbog vece lipofilnosti, Sto je glavni ¢imbenik u suzbijanju
lipoperoksidacije. Dokazano je da antioksidativna aktivnost PCA 1 njezinih estera ovise o
koriStenom otapalu, iz ¢ega slijedi da, u bezalkoholnom acetonu ili acetonitrilu PCA 1 njezini
esteri stabiliziraju dva radikala te se pretvaraju u odgovarajuée kinone. S druge strane, u
metanolu ili etanolu PCA 1 PCA esteri stabiliziraju viSe od cetiri radikala uz istodobnu
konverziju u odgovarajucée kinon-3-hemiacetale. Konkretno, regeneracija kateholnih struktura
nukleofilnim dodatkom molekule alkohola (otapala) na o-kinonima klju¢na je reakcija
odgovorna za vecu aktivnost stabilizacije tj. uklanjanja radikala PCA estera u alkoholnim
otapalima nego u bezalkoholnim otapalima. Takoder, u obzir treba uzeti da visoke koncentracije
PCA mogu iskazati prooksidativno djelovanje, pogodujuéi toksi¢nim ucincima i oStecenjima
tkiva. IstraZivanja pokazuju da PCA (500 mg/kg) intraperitonealno primijenjen miSevima

1zaziva smanjenje sadrzaja GSH $to posljedi¢no uzrokuje ostecenja jetre, bubrega i koze [11,12].



2.4. METODE KARAKTERIZACIJE 3,4-DIHIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Razvijene su brojne instrumentalne metode za karakterizacija polifenola u bioloskim
uzorcima te kvantitativno odredivanje antioksidativne aktivnosti polifenola. Najéesce
primjenjivane metode za odredivanje antioksidativne aktivnosti razne su spektroskopske
metode koje, iako su relativno brze i jednostavne za provedbu, no imaju ¢itav niz nedostataka,
npr. nedovoljno su osjetljive te zahtijevaju koristenje skupih reagensa. Takoder, ¢esto koriStene
metode za kvantitativno odredivanje, detekciju te odvajanje polifenola su tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (eng. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC),
HPLC-PDA (eng. High-Performance Liquid Chromatography—Photodiode Array Detection),
HPLC-DAD-UV (eng. High-Performance Liquid Chromatography— Diode Array Detection-
Ultraviolet (UV) Spectrophotometry), UHPLC-PDA (eng. Ultra High-Performance Liquid
Chromatography—Photodiode Array Detection) 1 HPLC-PDA-ESI-MS (eng. High-
Performance Liquid Chromatography—Photodiode Array Detection-Electrospray lonization-
Mass Spectrometry) te elektroforetske metode (kapilarna elektroforeza). HPLC tehnike su vrlo
selektivne, ali su njihovi postupci slozeni i dugotrajni. Alternativno, elektrokemijske metode su
vrlo selektivne, jednostavne i osjetljive te zbog navedenoga u novije vrijeme postoji sve veci
interes za primjenom razli¢itih elektrokemijskih metoda za karakterizaciju polifenola u
prirodnim uzorcima upravo zbog jednostavnosti upotrebe, pristupac¢nih instrumenata te
mogucnosti analize velikog broja uzoraka u kratkom vremenu. Poznavanje elektrokemijskih
svojstava polifenola jedan je od vrlo vaznih uvjeta za razumijevanje mehanizma njihovog
antioksidativnog djelovanja. U ovom radu koriStene su elektrokemijske metode za
karakterizaciju 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (ciklicka i diferencijalna pulsna voltametrija)
te DPPH metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u

realnim uzorcima [13,14,15].



2.5. ELEKTROKEMIJISKE METODE

Elektrokemijske metode predstavljaju skupinu analitickih tehnika koje se temelje na
mjerenju potencijala, naboja ili struje za odredivanje koncentracije analita te karakterizaciju
kemijske reaktivnosti analita. Elektrokemijska ¢elija sadrzi najmanje dvije elektrode te otopinu
elektrolita. Jedna od elektroda naziva se radna elektroda te daje odziv na analit, a druga elektroda
naziva se referentna te ima konstantan potencijal. Kemijska reakcija se kod svih
elektrokemijskih metoda odvija na radnoj elektrodi. Rezultat elektrokemijske reakcije je signal
Signal odziva moze nastati pod utjecajem signala pobude ili pak nastaje kao posljedica
prisutnosti odredene molekulske vrste u otopini. Odabir elektrode ponajvise ovisi o dva faktora:
redoks potencijalu ispitivane tvari te pozadinskoj struji u podruc¢ju potencijala koji je potreban
za mjerenje. Neki od drugih faktora koji utjeCu na izbor radne elektrode su: dostupnost,
elektri¢na provodnost, toksi¢nost, mehanicka svojstva i dostupan raspon potencijala. Navedene
metode karakteriziraju to¢nost, osjetljivost, selektivnost, preciznost te pristupacna cijena i
dostupnost instrumenata. Elektrokemijske metode dijele se u pet velikih skupina:

potenciometrija, voltametrija, kulometrija, konduktometrija i dielektrometrija [16,17].

2.5.1. VOLTAMETRIUJA

Voltametrijske metode predstavljaju skupinu elektroanaliti¢kih metoda koje se temelje
na mjerenju jakosti struje radne elektrode nastale kontinuiranim mijenjanjem njezinog
potencijala, a primjenjuju se u kvantitativnoj analizi anorganskih i1 organskih tvari u vodenom i
nevodenom mediju, za ispitivanje kinetike, odredivanje redoks potencijala, mehanizma redoks
reakcija te za elektrokemijsku detekciju eluiranih analita u teku¢inskoj kromatografiji visoke

djelotvornosti (HPLC) [18].
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Voltametrijska ¢elija sastoji se od tri elektrode; radne elektrode na kojoj se odvija redoks
reakcija te Ciji se potencijal nalazi unutar zadanih vrijednosti, referentne elektrode ¢iji je
potencijal stalan te protuelektrode koja omogucava tok elektricne struje kroz ¢eliju (Slika 5.).
Navedene elektrode uronjene su u otopinu ispitivanog analita uz dodatak odgovarajuceg
inertnog elektrolita. Struja se mjeri izmedu protuelektrode i radne elektrode (mjeri se signal
odziva), a kontrolira se potencijal izmedu radne i referentne elektrode (signal pobude).
Kontroliranje potencijala izmedu radne i referentne elektrode provodi se intrumentom koji se

zove potenciostat [19].

Referentna elektroda

Radna elektroda

Protuelektroda

Slika 5. Troelektrodna voltametrijska celija.

Vecina potenciostata za mjerenja s tri elektrode radi na nacin da je potencijal otopine
elektrolita jednak potencijalu metalne faze referentne elektrode. Razlika potencijala izmedu
metalne faze radne elektrode 1 otopine elektrolita jednaka je onoj izmedu radne i1 referentne
elektrode. Napon izmedu radne i protuelektrode podesava se potenciostatom tako da ima Zeljenu

potencijalnu razliku izmedu radne elektrode i otopine elektrolita.
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Voltametrija obuhvaca veliku skupinu elektrokemijskih tehnika u kojima se nespontani,
medufazni procesi prijenosa naboja (prijenos elektrona ili iona preko sucelja elektroda/otopina
elektrolita) pokre¢u vanjsko primijenjenom razlikom elektri¢nog potencijala u elektrolitickoj
¢eliji, a najéesce primjenjivane su diferencijalna pulsna voltametrija, ciklicka voltametrija,

pravokutnovalna voltametrija i stripping voltametrija [19].

DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

Difrencijalna pulsna voltametrija metoda je koju karakterizira visoka osjetljvost te se
koristi za odredivanje niskih koncentracija elektroaktivnih komponenti u raznim uzorcima
(granica detekcije iznosi 10® mol/dm®). Naziv metode potjete od postupka tj. mjerenja
diferencije u struji ¢elije koju uzrokuje naponski impuls [20].

Princip rada diferencijalne pulsne voltametrije temelji se na primjeni kratkih pulseva (¢
= 10-100 ms) na radnu elektrodu pri ¢emu se jakost struje mjeri prije primjene pulsa (/;) i na
kraju pulsa (1) te se razlika izmedu tih izmjerenih vrijednosti biljezi kao funkcija potencijala
(I= I> —1;) (Slika 6A.). Ovaj postupak ucinkovito smanjuje pozadinsku struju. Mehanizam rada
ukljucuje najmanje dvije elektrode; radnu elektrodu i protuelektrodu. Pulseve napona prenosi
protuelektroda, a radna elektroda mjeri rezultirajucu struju. Treca elektroda, referentna
elektroda, uklju€ena je u kontrolu napona protuelektrode. Osnovni signal pobude diferencijalne
pulsne voltametrije predstavlja linearno rastu¢i potencijal koji se modulira s kvadrati¢nim
naponskim impulsima u kratkim vremenskim intervalima. Kao rezultat promjene potencijala
radne elektrode koji uzrokuje znacajnu razliku u struji Celije nastaje diferencijalni pulsni
voltamogram tj. pulsni voltamografski odziv kojeg karakterizira oblik vrha (Slika 6B.). Visina
strujnog vrha funkcija je koncentracije analita, tj. signal odziva proporcionalan je koncentraciji

reaktanta [20].
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Slika 6. A) Oblik signala pobude i karakteristicnog vremena primjene naponskog impulsa u

diferencijalnoj pulsnoj voltametriji. B) Diferencijalni pulsni voltamogram.

CIKLICKA VOLTAMETRIJA
Ciklicka voltametrija primjenjuje se za odredivanje redoks potencijala, broja
izmijenjenth elektrona, ispitivanje kinetike 1 mehanizma redoks reakcija te istrazivanje
adsorpcijskih procesa. Takoder, predstavlja vaznu metodu za prvu analizu elektrokemijske
reakcije koja se odvija na povrsini elektrode jer otkriva reverzibilnost. Ovisno o tome, moguce
je dobiti brojne informacije o elektroaktivnoj vrsti. Rijetko se upotrebljava za kvantitativnu

analizu lijekova, jer granica detekcije iznosi od 107> mol/dm® do 10® mol/dm® u optimalnim

uvjetima [18].
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Kod ciklicke voltametrije signal pobude tj. potencijal radne elektrode mijenja se linearno
s vremenom pri odgovaraju¢em intenzitetu struje (odvija se proces oksidacije), a pri postizanju
odredenog potencijala, mijenja se smjer promjene potencijala (dolazi do procesa redukcije
oksidiranog oblika elektroaktivne tvari). Signal odziva daje specifican oblik voltamograma s
anodnim i katodnim vrhom, tj. voltamogram je karakteriziran potencijalom strujnog vrha, E, te
potencijalom koji odgovara tocki u kojoj izmjerena struja doseze svoju maksimalnu vrijednost
I,. Visina strujnog odziva ovisi o koncentraciji elektroreduktanta u otopini, broju izmijenjenih
elektrona po Cestici (z), povrsini radne elektrode (A) i ¢imbenicima koji odreduju brzinu difuzije

[18,19].

4
E/V

E kon. |II
i _/‘
5 —_—
< -
= I|

# |
E poc.
i
Signal pobude Signal odziva

Slika 7. Oblik signala pobude i signala odziva u cikli¢koj voltametriji.
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PRAVOKUTNOVALNA VOLTAMETRIJA

voltametrije koju karakterizira velika brzina te upravo zbog toga pogodna je za jednostavna i
brza odredivanja kinetike i mehanizma proucavanog elektrodnog procesa. Granice detekcije
mogu se usporediti s onima kod kromatografskih i1 spektroskopskih tehnika [21].

Frekvencije od 1 do 100 ciklusa u sekundi omogucavaju upotrebu ekstremno brzih
promjena potencijala pri ¢emu se vrijeme analize znacajno skracuje. Signal pobude nastaje kada
se niz pravokutnovalnih pulseva primijeni na stepenicasti signal potencijala. Struja je mjerena
dvaput tijekom svakog ciklusa; na pocetku polaznoga pulsa i na kraju pulsa suprotnoga smjera.
Nastali strujni signal rezultat je razlike izmedu eksperimentalno izmjerenih struja. Polazni puls
stvara katodnu struju, a povratni puls anodnu struju. Razlika navedenih struja proporcionalna je
koncentraciji analita u otopini, a potencijal maksimuma koristi se za potvrdu identiteta analita

[23].

STRIPPING VOLTAMETRIJA

Stripping  voltametrija (SV) podrazumijeva adsorpcijsko ili elektroliticko
pretkoncentriranje analita na povrSini elektrode prije samog voltametrijskog mjerenja u
sluCajevima analize uzoraka s koncentracijom analita ispod granice detekcije primijenjene
metode. Ispitivani analit taloZi se iz otopine na radnoj elektrodi pri odredenom potencijalu.
Tijekom akumulacije potrebni su optimalni uvjeti za adsorpciju analita kako bi se ostvarila
maksimalna osjetljivost metode. Nakon odredenog vremena akumulacije, istaloZeni analit
odreduje se voltametrijski. Ispitivani analit otapa se s elektrode (eng. stripping) promjenom
potencijala. S obzirom na promjenu potencijala, dolazi do oksidacije istaloZzenog analita (anodna
stripping voltametrija) ili redukcije (katodna stripping voltametrija) u otopini, a snimljena struja

tijekom ovog procesa proporcionalna je koncentraciji ispitivanog analita na elektrodi [24].
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Anodna stripping voltametrija i katodna stripping voltametrija predstavljaju
voltametrijske metode za kvantitativno odredivanje specifi¢nih ionskih vrsta. Adsorptivna
stripping voltametrija slicna je anodnoj 1 katodnoj stripping voltametriji, osim $to korak
predkoncentriranja nije kontroliran elektrolizom. Korak predkoncentriranja u adsorpcijskoj
stripping voltametriji postize se adsorpcijom na povrsini radne elektrode ili reakcijom s kemijski
modificiranim elektrodama [24].

Stripping voltametrija prvotno je podrazumijevala koriStenje Zivinih radnih elektroda,
ali u novije vrijeme Ziva se progresivno zamjenjuje drugim materijalima, uglavnom ugljikom ili
plemenitim metalima, ¢esto modificiranim filmovima, nanostrukturiranim materijalima ili
reagensima, kako bi se poboljsala selektivnost i/ili osjetljivost analize [24].

Glavne prednosti navedene metode su visoka osjetljivost (granice detekcije od 107'°
mol/dm* do 107'2 mol/dm?), koja proizlazi iz koraka predkoncentriranja te niska cijena
instrumentacije. Glavne primjene SV-a su odredivanje elemenata u tragovima i organskih tvari

u uzorcima okolisa, hrani, farmaceutskim proizvodima, klinickim i industrijskim uzorcima [24].

2.5.2. POTENCIOMETRIJA

Potenciometrija predstavlja naj¢esce koriStenu metodu elektrokemijske analize koja se
temelji na ovisnosti potencijala indikatorske (radne) elektrode o koncentraciji ionske vrste s
kojom se nalazi u aktivnom kontaktu u ispitivanoj otopini, tj. mjeri se potencijal radne elektrode
u odnosu na referentnu elektrodu (elektrodu s konstantnim potencijalom). Potencijal radne
elektrode varira ovisno o koncentraciji analita, dok je potencijal referentne elektrode konstantan.
Radna elektroda u izravnom je kontaktu s otopinom analita, a referentna elektroda obi¢no je

odvojena od otopine analita pomocu solnog mosta [25].
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Potenciometrija se temelji na Nernstovoj jednadzbi (E = E’- g In Q), iz koje slijedi da

potencijal ¢lanka izravno ovisi o aktivitetu istrazivanog analita. Potenciometrijska mjerenja
primarno se primjenjuju na dva nacina; izravna metoda koja se koristi za odredivanje
koncentracije ionske vrste u ispitivanoj otopini te potenciometrijska titracija koja se temelji na
odredivanju nepoznate koncentracije otopine titracijom sa standardnom otopinom pri ¢emu

nagla promjena potencijala indikatorske elektrode ukazuje na zavrSnu tocku titracije [26,27].

2.5.3. KULOMETRIJA

Kulometrija predstavlja elektrokemijsku tehniku kojom se odreduje koncentracija
analita u ispitivanoj otopini mjere¢i koli¢inu elektriénog naboja koji je potreban za
elektrokemijsku reakciju (granica detekcije oko 10> mol/dm?). Analitu se unutar kulometrijske
¢elije kvantitativno mijenja oksidacijsko stanje [26].

Kulometrijske metode temelje se na Faradayjevom zakonu pri ¢emu je ukupni naboj ili
ukupna struja proporcionalna koli¢ini reaktanta i produkta u redoks reakciji. Kulometrija je
apsolutna metoda, §to znaci da kalibracija opCenito nije potrebna jer se elektri¢ni naboj moze
mjeriti s velikom to¢nos$¢u. Metoda je bila vrlo popularna sredinom dvadesetog stoljeca, ali je
u mnogim primjenama zamijenjena voltametrijskim metodama kao §to je diferencijalna pulsna
voltametrija ili nedavnim neelektrokemijskim analitickim metodama kao §to je tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) [27].

Kulometrijska analiza provodi se kulometrom, pomocu kojeg se mjeri koli¢ina naboja
potrebna za elektrolizu. Ova tehnika moze se koristiti za kvantitativnu analizu razlicitih
anorganskih 1 organskih spojeva. Postoje dvije vrste kulometrije: kulometrija uz kontrolirani
potencijal i kulometrija uz kontroliranu struju. Kulometrijske analize uz kontrolirani potencijal
koriste se za mjerenje koliCine elektriciteta tj. naboja koji je neophodan za elektrokemijsku
reakciju, odnosno elektrolizu. Kulometrijske tehnike uz kontroliranu struju omogucéuju mjerenje

vremenskog intervala potrebnog za odredeni elektrodni proces [23].
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2.5.4. KONDUKTOMETRIJA

Konduktometrija je elektrokemijska tehnika koja se temelji na mjerenju elektricne
vodljivosti otopine elektrolita. S obzirom da elektri¢na vodljivost ovisi o koncentraciji, njezinim
mjerenjem te na temelju bazdarnih podataka, mogucée je odrediti nepoznatu koncentraciju
otopine. Konduktometrija se koristi za analizu ionskih vrsta te za pracenje kemijske reakcije
proucavanjem elektroliticke vodljivosti reakcijskih vrsta ili rezultiraju¢ih produkata. Mjerenje
vodljivosti moze se izvesti izravno pomocu mjeraca vodljivosti ili provodenjem
konduktometrijske titracije [28, 29].

Konduktometrija je metoda u kojoj ili uopée nema elektrokemijskih reakcija na
elektrodama ili postoje sekundarne reakcije koje se mogu zanemariti. Stoga kod
konduktometrijske metode najvaznije svojstvo elektroliti¢ke otopine je njezina vodljivost, koja
varira u skladu sa Sirokim rasponom bioloskih reakeija [30].

U principu, ovo je metoda u kojoj se prati sposobnost analita da provodi elektri¢nu
struju. Iz Ohmovog zakona (E = IR) vidljivo je da je elektri¢na struja (/) obrnuto proporcionalna
otporu (R), gdje E predstavlja razliku potencijala. Recipro¢na vrijednost otpora je vodljivost (G
= 1/R). Kako se vodljivost otopine povecava, poveava se njezina sposobnost provodenja
elektricne struje.

U otopinama struju izmedu elektroda provode ioni te vodljivost otopine ovisi o broju i
vrsti iona u otopini. Op¢enito mali 1 visoko nabijeni ioni provode struju bolje od velikih iona 1
iona s malim nabojem. Izmjerena vodljivost ukupna je vodljivost svih iona u otopini. Budu¢i da
svi ioni doprinose vodljivosti otopine, metoda nije osobito korisna za kvalitativnu analizu, tj.
metoda nije selektivna. Takoder, buduc¢i da konduktometrijska mjerenja zahtijevaju prisutnost
iona, konduktometrija nije korisna za analizu nedisociranih molekula [30].

Konduktometrijske krivulje titracije pripremaju se crtanjem vodljivosti kao funkcije
volumena dodanog titranta. Krivulje se sastoje od linearnih podrucja prije 1 poslije tocke
ekvivalencije. Dva linearna dijela ekstrapoliraju se na njihovu toCku presjeka u tocki
ekvivalencije. Kao i u drugim titracijama, volumen tocke ekvivalencije koristi se za

izraCunavanje koli¢ine ili koncentracije analita koji je izvorno bio prisutan u otopini [33].
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2.5.5. DIELEKTROMETRIJA

Dielektrometrija je elektrokemijska tehnika koja se temelji na mjerenju dielektricne
konstante ili relativne permitivnosti otopine koja je rezultat orijentacije Cestica (molekula ili
iona) koje imaju dipolni moment u elektricnom polju kao funkcije koncentracije. Mjerenja se
vrse neizravno preko otpora otopine s izmjenicnom strujom. Ova metoda koristi se za
odredivanje sadrzaja vode, za identifikaciju farmaceutskih sastojaka, kao metoda pracenja

stvrdnjavanja epoksidnog ljepila itd. [31,32].

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE I PRIPRAVA OTOPINA

U eksperimentalnom radu koriStene su sljede¢e kemikalije 1 uzorci:

1. 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina, C7HsO4

Natrijev dihidrogen fosfat, NaH2PO4
Etanol C:HsO

Metanol, CH;OH

10. DMF, (CH3):NC(O)H

11. DMSO, (CH3).SO

12. Octena kiselina, CH;:COOH

13. Boraks, Naz[B4Os(OH)4]-8H20

2. Destilirana voda

3. Ultra ¢ista voda

4. Kalij hidrogen ftalat, CsHsKOa
5. 0,1 M HCI

6. 0,1 M NaOH

7.

8.

9.

14. Realni uzorci; kaSica od §ljive, bijelo grozde, kava (cikorija), sok od jabuke 1 grozda
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Koristeni puferi odredene pH vrijednosti pripremljeni su na temelju podataka iz knjige
CRC Handbook of chemistry and physics, David R. Lide, 79" edition. Otopine pufera
pripremljene su u odmjernim tikvicama od 200 mL. Za pripremu pufera pH = 3, otopljeno je
2.0422 g kalijevog hidrogen ftalata u 100 mL ultra Ciste vode te je pomijesano s 44,6 mL 0,1 M
HCI u odmjernoj tikvici od 200 mL i nadopunjeno s ultra ¢istom H>O do oznake. Za pripremu
pufera pH = 4, otopljeno je 2.0422 g kalijevog hidrogen ftalata u 100 mL ultra Ciste vode te je
pomijeSano s 0,2 mL 0,1 M HCI u odmjernoj tikvici od 200 mL i nadopunjeno s ultra ¢istom
H>O do oznake. Za pripremu pufera pH = 5, otopljeno je 2.0422 g kalijevog hidrogen ftalata u
100 mL ultra ¢iste vode te je pomijesano s 45,2 mL 0,1 M NaOH u odmjernoj tikvici od 200
mL i nadopunjeno s ultra ¢istom H>O do oznake. Za pripremu pufera pH = 6, otopljeno je 2.0422
g kalijevog hidrogen ftalata u 100 mL ultra ¢iste vode te je pomijeSano s 11,2 mL 0,1 M NaOH
u odmjernoj tikvici od 200 mL i nadopunjeno s ultra ¢istom H>O do oznake. Za pripremu pufera
pH = 7, otopljeno je 1,1998 g natrijevog dihidrogen fosfata u 100 mL ultra Ciste vode te je
pomijesano s 58,2 mL 0,1 M NaOH u odmjernoj tikvici od 200 mL i nadopunjeno s ultra ¢istom
H>0 do oznake. Za pripremu pufera pH = 8, otopljeno je 1,1998 g natrijevog dihidrogen fosfata
u 100 mL ultra Ciste vode te je pomijesano s 92,2 mL 0,1 M NaOH u odmjernoj tikvici od 200
mL i1 nadopunjeno s ultra ¢istom H>O do oznake. Nakon pripreme pufera, odredena je njihova
to¢na pH vrijednost pomoc¢u pH metra.

Standardna otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline koja se koristi za elektrokemijska
mjerenja, koncentracije ¢ = 1:102 mol dm™, pripremljena je otapanjem 0,03853 g 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline u 25 mL vode iz MiliQ Millipore sustava (x < 0,055 puS/cm).
Otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline Zeljene koncentracije (¢ = 1-10° mol dm?)
pripremljena je razrjedivanjem standardne otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline otopinom
pufera odgovarajuce pH vrijednosti neposredno prije mjerenja.

Analizirana su Cetiri uzorka (Slika 8.); uzorak 1 (sok od jabuke 1 grozda), uzorak 2 (bijelo
grozde), uzorak 3 (kava od cikorije) 1 uzorak 4 (kaSica od §ljive). Uzorak 1 analiziran je u obliku
soka, uzorak 2 analiziran je u obliku soka koji je dobiven cijedenjem bobe grozda 1 filtracijom
dobivenog soka, uzorak 3 pripremljen je otapanjem kave u vrucoj vodi te koriStenjem filtrata
kao uzorka za analizu, a uzorak 4 razrijeden je destiliranom vodom te se analizirao filtrat

dobiven filtracijom.
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Slika 8. Ispitivani realni uzorci: uzorak 1 (sok od jabuke i grozda), uzorak 2 (bijelo grozde),

uzorak 3 (kava od cikorije), uzorak 4 (kasica od §ljive).

Izvedena su tri mjerenja svakog realnog uzorka: 1. mjerenje u blank otopini (pufer pH =
4), 2. mjerenje u otopini 200 pL uzorka i 14,80 mL pufera pH = 4 te 3. mjerenje u otopini 200
uL uzorka, 14,75 mL fosfatnog pufera i 50 pL standardnog dodatka 3,4-dihidroksibenzojeve

kiseline (¢ = 1-102 mol dm™).

3.2. ELEKTROKEMIJSKA CELIJA

Elektrokemijska mjerenja izvedena su u troelektrodnoj voltametrijskoj ¢eliji (Slika 9.)
na PalmSens potenciostatu/galvanostatu spojenom na ra¢unalo pri sobnoj temperaturi (6 =+ 25
°C) te je za obradu podataka koristen PSTrace softver (Slika 10.). Za elektrokemijska mjerenja
koriStene su dvije radne elektrode na kojima se odvija redoks reakcija: elektroda od staklastog
ugljika tj. glassy carbon elektroda i zlatna elektroda. Referentna elektroda prema kojoj se mjeri
odzivni signal jest Ag/AgCl elektroda, dok je protuelektroda pomocu koje se ostvaruje tok
elektricne struje kroz Celiju platinska Zica (Slika 11.). Prije svakog mjerenja, radna elektroda
polirana je s a-Al>Os kako bi se dobili $to tocniji voltamogrami te je sustav propuhivan argonom
visoke Cisto¢e Ar 5 (@ar = 99,999 %). Standardna otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline

priredivana je svaki dan. Ukupni volumen ispitivane otopine iznosio je 15 mL.

21



Slika 9. Troelektrodna voltametrijska celija.

Slika 10. Aparatura za izvodenje elektrokemijskih mjerenja.
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Slika 11. A) Zlatna elektroda B) Elektroda od staklastog ugljika C) Platinska Zica D) Ag/AgCl

elektroda.

3.3. METODE

3.3.1. CIKLICKA VOLTAMETRIJA

Ciklicka voltametrija koriStena je za proucCavanje elektrokemijskih svojstava 3,4-

dihidroksibenzojeve kiseline te za proucavanje njenog oksidacijskog mehanizma. Takoder,

proucavan je 1 utjecaj brzine promjene potencijala na oksido-redukcijske strujne vrhove 3,4-

dihidroksibenzojeve kiseline. Brzina polarizacije elektrode u ciklickoj voltametriji varirala je

od 50 mV/s do 300 mV/s.
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3.3.2. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

Diferencijalna pulsna voltametrija koriStena je za proucavanje oksidacijskih svojstava i
adsorpcije 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline na povrsini elektrode od staklastog ugljika 1 na
povrsini zlatne elektrode te za detekciju 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (protokatehui¢ne
kiseline) u realnim uzorcima pomocu elektrode od staklastog ugljika. Navedena metoda
omogucila je pracenje utjecaja pH na potencijal i struju oksidacijskog strujnog vrha pri cemu je
utvrdeno da oksidacija istrazivanog polifenola ovisi o pH. Diferencijalni pulsni voltamogrami
snimljeni su u otopinama 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u granicama potencijala od — 0,4 V
do 1,0 V u odnosu na Ag/AgCl elektrodu u vodenom mediju uz brzinu polarizacije elektrode od

5mVs™!, visinu pulsa 25 mV, §irinu pulsa 70 ms i scan increment 5 mV.

3.3.3. DPPH METODA

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) stabilni je slobodni radikal, koji zbog posjedovanja
nesparenog elektrona apsorbira u vidljivom dijelu spektra pri 517 nm (ljubicasta boja). Atom
dusika koji sadrZi nespareni elektron u DPPH radikalu reducira se primanjem atoma vodika iz
antioksidansa u odgovaraju¢i hidrazin. Pretvorbom u neradikalni oblik dolazi do smanjenja
apsorbancije pri ¢emu se mijenja boja iz ljubicaste u zutu (Slika 12.). Ovo svojstvo omogucava
vizualno pracenje reakcije. Smanjenje apsorbancije proporcionalno je aktivnosti antioksidansa.

DPPH metodu razvio je 1958. godine Blois, a modificirali su je Brand-Williams i sur. [34-37].
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O:N N—N + A-H—> O,N N—N + A

LJUBICASTA ZUTA BOJA

BOJA

Slika 12. Primarna reakcija DPPH i antioksidansa.

Nakon $to su pripremljene otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u metanolu (¢ =
110 mol dm>, ¢ =2:10* mol dm?, ¢ =4:10* mol dm>, ¢ = 6:10* mol dm? i ¢ = 8-10** mol
dm™), svjeza DPPH otopina pripremljena je u metanolu prema Brand-Williams metodi. Nakon
snimljene dvije kontrole koje se sastoje od 500 uL DPPH + 100 pL metanola (u razmaku od 2
minute), u kivete se dodaje 100 pL otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline 1 500 uLL. DPPH pri
¢emu dolazi do reakcije uklanjanja radikala. UV-Vis mjerenja izvedena su pomoc¢u Shimadzu
UV-2600 spektrofotometra pri Amax = 518 nm (Slika 13.). Za mjerenja su se koristile plasticne

kivete. Rezultati mjerenja su iskazani kao % inhibicije (%DPPH).
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Slika 13. UV-VIS spektofotometar Shimadzu UV-2600.

3.3.4. ISPITIVANIJE TOPLJIVOSTI 3,4-DIHIDROKSIBENZOJEVE KISELINE

Topljivost 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline ispitana je u destiliranoj vodi, etanolu,
metanolu, DMF, DMSO te u octenoj kiselini (Slika 14.). U svim otapalima vrlo je dobra

topljivost tj. ispitivani spoj je topljiv je u svim otapalima.

Slika 14. Ispitivanje topljivosti 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. CIKLICKA VOLTAMETRIJA

Utjecaj brzine promjene potencijala elektrode od staklastog ugljika

Elektrokemijska svojstva 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline najprije su proucavana
ciklickom voltametrijom u rasponu potencijala od -0,4 V do 1,0 V. Na slici 15. prikazan je
cikli¢ki voltamogram blank otopine (pufer pH = 4) i otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline
(c = 1107 mol/dm?) koristeéi elektrodu od staklastog ugljika, pri v = 50 mV/s. Ciklickom
voltametrijom detektirani su jedan anodni strujni vrh (A) pri potencijalu, Ep. = 0,54 V 1 jedan
katodni strujni vrh (K) pri potencijalu, £, x = 0,285 V. Navedeno odgovara oksidaciji hidroksilne
skupine u 3,4-dihidroksibenzojevoj kiselini (protokatehui¢noj kiselini) te redukciji

oksidacijskog produkta.
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-0.400 -0.200 0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000

E/V

Slika 15. Ciklicki voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=) 1 otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (—) (¢ = 1-10* mol/dm?), v = 50 mV/s.
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Cikli¢ki voltamogrami otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-:10~ mol/dm?)
snimljeni pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v = 50, 100, 150, 200, 250 1 300 mV/s)
prikazani su na slici 16. Utvrdeno je da struja oksidacijskog i redukcijskog strujnog vrha raste s

povecanjem brzine polarizacije elektrode.
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Slika 16. Ciklicki voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=) 1 otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10"* mol/dm?) snimljeni pri razli¢itim brzinama polarizacije
elektrode (v =50 mV/s (=), 100 mV/s (—), 150 mV/s (), 200 mV/s (=), 250 mV/s (=), 300
mV/s (==)).

Graficki prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha (/p.) o drugom korijenu
brzine polarizacije elektrode (v!''?) pokazuje linearnu ovisnost za anodni i katodni strujni vrh
Sto ukazuje da je oksidacijski mehanizam 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline difuzijski

kontroliran proces (Slika 17.).
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Slika 17. Struja anodnog i katodnog strujnog vrha, I, kao funkcija drugog korijena brzine

polarizacije elektrode, v'2.

Utjecaj brzine promjene potencijala zlatne elektrode

Elektrokemijska svojstva 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline najprije su proucavana
ciklickom voltametrijom u rasponu potencijala od -0,40 V do 1,0 V. Na slici 18. prikazan je
ciklicki voltamogram blank otopine (pufer pH = 6) 1 otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline
(c = 1:10° mol/dm?) koristeéi zlatnu elektrodu, pri v = 50 mV/s. Ciklickom voltametrijom
detektirani su jedan anodni strujni vrh (A) pri potencijalu, £, = 0,32 V i jedan katodni strujni
vrh (K) pri potencijalu, Epx = 0,235 V. Navedeno odgovara oksidaciji hidroksilne skupine u 3,4-

dihidroksibenzojevoj kiselini (protokatehui¢noj kiselini) te redukciji oksidacijskog produkta.
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Slika 18. Cikli¢ki voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (==) i1 otopine 3.4-
dihidroksibenzojeve kiseline (—) (¢ = 1:10 mol/dm?), v =50 mV/s.

Ciklicki voltamogrami otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-:10~ mol/dm?®)
snimljeni pri razli¢itim brzinama polarizacije elektrode (v = 50, 100, 150, 200, 250 1 300 mV/s)
prikazani su na slici 19. Utvrdeno je da struja oksidacijskog i redukcijskog strujnog vrha raste s

povecanjem brzine polarizacije elektrode.
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Slika 19. Ciklicki voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (==) i otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10~* mol/dm?) snimljeni pri razli¢itim brzinama polarizacije
elektrode (v =50 mV/s (=), v=100 mV/s (=), v =150 mV/s (=), v =200 mV/s (—), v =250
mV/s (=), v=300 mV/s (—)).

Graficki prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha (/p.) o drugom korijenu
brzine polarizacije elektrode (v!'?) pokazuje linearnu ovisnost za anodni i katodni strujni vrh
Sto ukazuje da je oksidacijski mehanizam 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline difuzijski
kontroliran proces (Slika 20.). Male promjene funkcije /,, s pove¢anjem brzine polarizacije
elektrode ukazuju na EC oksidacijski mehanizam (elektrokemijska oksidacija nakon koje slijedi

kemijska reakcija).
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Slika 20. Struja anodnog i katodnog strujnog vrha, I, kao funkcija drugog korijena brzine

promjene potencijala, v!/%.

Na slici 21. prikazan je oksidacijski mehanizam 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.
Oksidacijski mehanizam ukljucuje izmjenu dva protona 1 dva elektrona pri cemu kao finalni

produkt oksidacije nastaje o-benzokinon [38].
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Slika 21. Oksidacijski mehanizam 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (1a) u o-benzokinon (2a).

4.2. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

Ispitivanje utjecaja vremena i adsorpcije na elektrodi od staklastog ugljika

Na slici 22. prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami otopine 3.4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10~ mol/dm?) razli¢itog vremena stajanja (svjeza PCA, 1
dan stara PCA 1 2 dana stara PCA) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4.
Na diferencijalnim pulsnim voltamogramima moze se uociti da najvisi oksidacijski strujni vrh
pokazuje 2 dana stara otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline §to ukazuje na povecanje udjela

disociranog oblika 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.
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Slika 22. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (—) i otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline razli¢itog vremena stajanja (svjeza PCA (), 1 dan stara PCA (—),

2 dana stara PCA (—)) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4.

Na slici 23. prikazani su uzastopno snimljeni diferencijalni pulsni voltamogrami otopine
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1:10” mol dm™) u puferu pH = 4 koriste¢i elektrodu od
staklastog ugljika (glassy carbon elektrodu). Utvrdeno je da sukcesivnim snimanjem
voltamograma opada visina oksidacijskog strujnog vrha 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.
Navedeno ukazuje na adsorpciju oksidacijskog produkta 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline na

povrsinu elektrode od staklastog ugljika.
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Slika 23. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (==) i uzastopno
snimljene otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (1. scan (=), 2. scan (=), 3. scan (~)) na

elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4.

Ispitivanje utjecaja vremena i adsorpcije na zlatnoj elektrodi

Na slici 24. prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-107 mol/dm?) razli¢itog vremena stajanja (svjeza PCA, 1
dan stara PCA 1 2 dana stara PCA) snimljeni na zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6. Na
diferencijalnim pulsnim voltamogramima moze se uociti da najvisi oksidacijski strujni vrh
pokazuje 2 dana stara otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline §to ukazuje na povecanje udjela

disociranog oblika 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.
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Slika 24. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (=) i otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline razli¢itog vremena stajanja (svjeza PCA (=), 1 dan stara PCA (—),

2 dana stara PCA (~)) snimljeni na zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6.

Na slici 25. prikazani su uzastopno snimljeni diferencijalni pulsni voltamogrami otopine
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1:10° mol dm™) u puferu pH = 6 koriste¢i zlatnu
elektrodu. Utvrdeno je da sukcesivnim snimanjem voltamograma opada visina oksidacijskog
strujnog vrha 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline. Navedeno ukazuje na adsorpciju oksidacijskog
produkta 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline na povrsinu zlatne elektrode. Adsorpcija na zlatnoj

elektrodi manje je izrazena u odnosu na adsorpciju na elektrodi od staklastog ugljika.
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Slika 25. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (==) i uzastopno
snimljene otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (1. scan (=), 2. scan (==), 3. scan (==)) na

zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6.

Ispitivanje utjecaja pH na elektrodi od staklastog ugljika

Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ =1-107
mol/dm?) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u puferima pH = 3-8 prikazani su na slici
26. Nasslici je vidljivo da se s povec¢anjem pH vrijednosti potencijali oksidacijskog strujnog vrha

pomicu prema negativnijim vrijednostima.
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Slika 26. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=) i otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1:10” mol/dm?) snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika
kao funkcija promjene pH vrijednosti (pH =3 (=), pH =4 (=), pH=5 (—), pH =6 (—), pH =
7(—)ipH =28 (—)).

Na slici 27. prikazana je ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha o pH vrijednosti
ispitivanih ~ otopina  3,4-dihidroksibenzojeve  kiseline. Najvisi  strujni  vrh  3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline detektiran je pri pH = 4 koriste¢i elektrodu od staklastog ugljika te

se smanjivao u kiselijem 1 alkalnijem mediju.
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Slika 27. Graficki prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha, /. o pH vrijednosti

ispitivanih otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10~ mol dm™).

Na slici 28. prikazana je ovisnost potencijala oksidacijskog strujnog o pH vrijednosti te
se moze uociti da potencijal anodnog strujnog vrha linearno ovisi o pH vrijednosti u ispitivanom
pH podrucju (od pH = 3 do pH = 8), a nagib pravca iznosi 39,9 mV. Navedeno ukazuje na

oksidacijski mehanizam koji ukljucuje izmjenu istog broja protona i elektrona.
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Slika 28. Graficki prikaz ovisnosti potencijala oksidacijskog strujnog vrha, E;2 0 pH vrijednosti

ispitivanih otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10” mol dm™).

Ispitivanje utjecaja pH na zlatnoj elektrodi

Diferencijalni pulsni voltamogrami otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ =1-107
mol/dm?) snimljeni na zlatnoj (Au) elektrodi u puferima pH = 3-8 prikazani su na slici 29. Na
slici je vidljivo da se s povecanjem pH vrijednosti potencijali oksidacijskog strujnog vrha

pomicu prema negativnijim vrijednostima.
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Slika 29. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (==) i otopine 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 110> mol dm™) snimljeni na zlatnoj elektrodi kao funkcija
promjene pH vrijednosti (pH =3 (=), pH=4 (—),pH=5 (=), pH=6 (—),pH=7 (=) ipH =
8 (=)

Na slici 30. prikazana je ovisnost struje oksidacijskog strujnog vrha o pH vrijednosti
ispitivanih  otopina  3,4-dihidroksibenzojeve  kiseline. ~Najvisi  strujni  vrh  3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline detektiran je pri pH = 6 koriste¢i zlatnu elektrodu te se smanjivao

u kiselijem 1 alkalnijem mediju.
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Slika 30. Graficki prikaz ovisnosti struje oksidacijskog strujnog vrha, /. o pH vrijednosti

ispitivanih otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10” mol dm™).

Na slici 31. prikazana je ovisnost potencijala oksidacijskog strujnog o pH vrijednosti te
mozZe se uociti da potencijal anodnog strujnog vrha linearno ovisi o pH vrijednosti u ispitivanom
pH podrucju (od pH = 3 do pH = 8), a nagib pravca iznosi 83,3 mV. Navedeno ukazuje na

oksidacijski mehanizam koji ukljucuje izmjenu istog broja protona i elektrona.
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Slika 31. Graficki prikaz ovisnosti potencijala oksidacijskog strujnog vrha, E,. 0 pH vrijednosti

ispitivanih otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-10” mol dm™).

Iz dijagrama specijacije (Slika 32.) vidljivo je da 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina
spontano deprotonira pri pH = 1, §to dokazuje da u oksidaciji 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline
1 u adsorpcijskim procesima do pH = 6 sudjeluje deprotonirani oblik HA". Pri viSim pH
vrijednostima, daljnjom spontanom deprotonacijom nastaju drugi disocirani oblici 3,4-

dihidroksibenzojeve kiseline (HA?", A™®).
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Slika 32. Dijagram disocijacije 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline: nedisocirani oblik (H3A),
deprotonirani oblici (H2A", HA?", A*). Konstante disocijacije (pKai = 4,5; pKaz = 9,00; pKas =
13,00).

Ispitivanje utjecaja koncentracije na elektrodi od staklastog ugljika

Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni u otopinama 3,4-dihidroksibenzojeve
kiseline razli¢itih koncentracija snimljeni na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4
prikazani su na slici 34. Na diferencijalnim pulsnim voltamogramima moZe se uociti da najniza
koncentracija koja se moZe detektirati (granica detekcije) iznosi 1-10¢ mol/dm?. Utvrdeno je da
struja oksidacijskog strujnog vrha raste s pove¢anjem koncentracije ispitivanog polifenola. Kod
vecih koncentracija ispitivanog polifenola dolazi do odstupanja od linearnosti, a razlog su
intenzivnije interakcije s molekulama adsorbiranim na povrSini radne elektrode i1 difuzijska
struja. Linearni trend tj. linearna ovisnost oksidacijske struje o koncentraciji ispitivanog

polifenola moze se uociti u rasponu koncentracija 1 uM do 600 uM (Slika 33.).
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Tablica 2. Prikaz struje oksidacijskog strujnog vrha (/p.) kao funkcije koncentracije 3,4-

dihidroksibenzojeve kiseline snimljene na elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4.

10°eM Lo/ PA
6,00 13,386
3,00 7,357
1,00 3,094
0,60 1,564
0,30 1,039
0,10 0,289
0,06 0,381
0,03 0,385
0,01 0,154
16
e )
12
«
3 .
~ 8
~ 0. y =2.218x + 0.3365
- R2=10.9961
4
.
.".
o &
0 1 2 3 4 5 6 7

10F ¢ /M

Slika 33. Kalibracijski dijagram 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline; struja anodnog strujnog vrha,

Iy kao funkcija koncentracije.
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Slika 34. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (==) i otopina 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline razli¢itih koncentracija (c = 1-10°M (), 3-10° M (=), 6-10°M
(=), 1-10° M (=), 3-10° M (=), 1-10* M (=), 3:10* M (=), 1:10° M (=)) snimljeni na
elektrodi od staklastog ugljika u puferu pH = 4.

Ispitivanje utjecaja koncentracije na zlatnoj elektrodi

Diferencijalni pulsni voltamogrami snimljeni u otopinama 3,4-dihidroksibenzojeve
kiseline razli¢itih koncentracija snimljeni na zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6 prikazani su na
slici 36. Na diferencijalnim pulsnim voltamogramima mozZe se uociti da najniZza koncentracija
koja se moze detektirati (granica detekcije) iznosi 3:10° mol/dm®. Utvrdeno je da struja
oksidacijskog strujnog vrha raste s povecanjem koncentracije ispitivanog polifenola. Linearni
trend tj. linearna ovisnost oksidacijske struje o koncentraciji ispitivanog polifenola moze se

uociti u rasponu koncentracija od 1 uM do 1 mM (Slika 35.).
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Tablica 3. Prikaz struje oksidacijskog strujnog vrha (/,,) kao funkcije koncentracije 3,4-

dihidroksibenzojeve kiseline snimljene na zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6.

10 eM Ipa/ pA
3,00 2,289
1,00 0,988
0,60 0,537
0,30 0,444
0,10 0,253
0,06 0,221
0,03 0,152
0,01 0,136
2.5
-0
2
< y=0.7146x + 0.1719
! R®=0.994
=
1 .
0.5 0. ®
o
oL
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 35

10 ¢ M

Slika 35. Kalibracijski dijagram 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline; struja anodnog strujnog vrha,

I,.2 kao funkcija koncentracije.
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Slika 36. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 6) (==) i otopina 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline razli¢itih koncentracija (c = 1- 10 M (~~), 3:10° M (=), 6-10° M
(=), 1-10° M (=), 3-10° M (=), 6:10° M (=), 1:10* M (=), 3-10* M (=), 6-10"* M (=),
110 M (==)) snimljeni na zlatnoj elektrodi u puferu pH = 6.

48



4.3. ANALIZA REALNIH UZORAKA

4.3.1. DIFERENCIJALNA PULSNA VOLTAMETRIJA

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina detektirana je u realnim uzorcima diferencijalnom
pulsnom voltametrijom gdje je njezina koli¢ina varirala od 2 uM do 9 uM. Na slici 37., slici 38.
slici 39. 1 slici 40. prikazani su diferencijalni pulsni voltamogrami Cetiri ispitivana realna uzorka
(sok od jabuke i grozda, bijelo grozde, kava od cikorije i kaSica od $ljive) snimljeni na elektrodi
od staklastog ugljika u puferu pH = 4. Na diferencijalnim pulsnim voltamogramima ispitivanih
uzoraka uocen je jedan oksidacijski strujni vrh koji odgovara oksidaciji protokatehuicne
kiseline. U uzorku soka od jabuke i grozda (Slika 37.) oksidacijski strujni vrh uocen je pri
potencijalu Ep ., = 0,35 V, u uzorku bijelog grozda (Slika 38.) oksidacijski strujni vrh uocen je
pri potencijalu Ep2, = 0,39 V, uuzorku kave od cikorije (Slika 39.) oksidacijski strujni vrh uocen
je pri potencijalu £y, = 0,38 V te u uzorku kasice od §ljive (Slika 40.) oksidacijski strujni vrh
uocen je pri potencijalu Epa, = 0,36 V. Oksidacija 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u ispitivanim
uzorcima dokazana je dodatkom 50 pL otopine 3,4—dihidroksibenzojeve kiseline, koncentracije

1-102 mol/dm’.
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Slika 37. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=), 200 pL uzorka
1 (sok od jabuke i grozda) u puferu pH = 4 (—) i uzorak 1 u puferu pH =4 s dodatkom 50 pL
otopine 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1102 mol/dm?) (—) snimljeni na elektrodi od

staklastog ugljika u puferu pH = 4.
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Slika 38. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=), 200 pL uzorka
2 (bijelo grozde) u puferu pH = 4 (=) i uzorak 2 u puferu pH = 4 s dodatkom 50 pL otopine
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-102 mol/dm?) (—) snimljeni na elektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 4.
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Slika 39. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (—), 200 pL uzorka
3 (kava od cikorije) u puferu pH =4 (=) i uzorak 3 u puferu pH =4 s dodatkom 50 pL otopine
3,4-dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1-102 mol/dm?) (=) snimljeni na elektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 4.
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Slika 40. Diferencijalni pulsni voltamogrami blank otopine (pufer pH = 4) (=), 200 pL uzorka
4 (kaSica od S$ljive) (=) 1 uzorak 4 u puferu pH = 4 s dodatkom 50 pL otopine 3.4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 1:10? mol/dm?) (—) snimljeni na elektrodi od staklastog

ugljika u puferu pH = 4.

Na slici 41. Prikazane su koncentracije protokatehui¢ne kiseline u ispitivanim uzorcima
odredene diferencijalnom pulsnom voltametrijom. Iz slike je vidljivo da uzorak 1 (sok od jabuke
1 grozda) ima najvecu, a uzorak 3 (kava od cikorije) najmanju koli¢inu 3,4-dihidroksibenzojeve

kiseline od svih ispitivanih uzoraka.
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Slika 41. Graficki prikaz koncentracije 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline u realnim uzorcima.

4.3.2. DPPH METODA

Antioksidativna aktivnost 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline ispitana je upotrebom
UV/VIS spektroskopije s DPPH reagensom pri ¢emu se uz promjenu % inhibicije, moze uoditi
1 promjena boje reagensa (otopine DPPH), koja blijedi uslijed procesa redukcije (mijenja se od
tamnoljubicaste do bezbojne). UV-Vis mjerenja izvedena su koriste¢i Shimadzu UV-2600
spektrofotometar pri Amax = 518 nm. Na slici 42. DPPH aktivnost prati linearni trend, dok ne
dosegne najvisu koncentraciju 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline. Pri najnizoj koncentraciji 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (¢ = 2:10% mol dm™) DPPH postotak inhibicije aktivnosti

uklanjanja radikala bio je najnizi.
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Tablica 4. %DPPH pri odredenim koncentracijama 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline.

¢ (uzorak) / mol dm™ %DPPH
2-10* 10,44
4-10* 30,97
6-10* 60,56
8-10* 78,03
1-10° 84,69
100.00
80.00
60.00
=
3
=
<
S 40.00
X
20.00
0.00 -
0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001
¢ (PCA) / mol dm?3

Slika 42. Korelacija izmedu % DPPH (postotka inhibicije) i odredenih koncentracija 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline (PCA).
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5. ZAKLJUCAK

U ovom diplomskom radu istrazivana su elektrokemijska svojstva 3.,4-
dihidroksibenzojeve kiseline u pH podrucju od pH = 3,0 do pH = 9,5 koriste¢i radnu elektrodu
od staklastog ugljika (tzv. glassy carbon elektrodu) 1 zlatnu elektrodu. Koristene su dvije
metode; ciklicka voltametrija 1 diferencijalna pulsna voltametrija. Ciklicka voltametrija
korisStena je za proucavanje oksidacijskog mehanizma polifenola, dok je diferencijalna pulsna
voltametrija koriStena za detekciju 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline, tj. protokatehui¢ne kiseline
u realnim uzorcima.

Standardna otopina 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline najprije je ispitivana ciklickom
voltametrijom pri ¢emu je detektiran jedan oksidacijski strujni vrh i jedan redukeijski strujni
vrh. Navedeno odgovara oksidaciji hidroksilne skupine u protokatehui¢noj kiselini te redukciji
oksidacijskog produkta protokatehui¢ne kiseline. Takoder, utvrdeno je da struja i potencijal
oksidacijskog strujnog vrha rastu s povecanjem brzine polarizacije elektrode te da je
oksidacijski mehanizam difuzijski kontroliran proces budu¢i da je struja anodnog strujnog vrha
linearna funkcija drugog korijena brzine polarizacije elektrode (R? vrijednost iznosi oko 0,99).

Ispitivanjem adsorpcije diferencijalnom pulsnom voltametrijom utvrdeno je da
sukcesivnim snimanjem voltamograma opada visina oksidacijskog strujnog vrha 3.4-
dihidroksibenzojeve kiseline $to ukazuje na adsorpciju oksidacijskog produkta na povrSinu
radne elektrode. Takoder, ispitivanjem utjecaja vremena na potencijal 1 struju oksidacijskog
strujnog vrha, utvrdeno je da 3,4-dihidroksibenzojeva kiselina koja najduZze stoji (u ovom radu
2 dana) pokazuje najvisi oksidacijski strujni vrh jer s vremenom raste koncentracija oksidiranog
oblika. Diferencijalni pulsni voltamogrami pokazali su da oksidacija ispitivanog polifenola
ovisi o pH vrijednosti. Utvrdeno je da je optimalna pH vrijednost za oksidaciju 3,4-
dihidroksibenzojeve kiseline bila pri pH = 4,0 za elektrodu od staklastog ugljika te pri pH = 6,0
za zlatnu elektrodu jer su pri navedenim pH vrijednostima detektirani najvisi oksdacijski strujni
vrhovi ispitivanog polifenola koji su se smanjivali pri vi§im i nizim pH vrijednostima.
Diferencijalnom pulsnom voltametrijom je takoder utvrdeno da se visina oksidacijskog strujnog

vrha povecava s povecanjem koncentracije polifenola.
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Antioksidativna aktivnost 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline ispitana je DPPH metodom
pri éemu DPPH aktivnost prati linearni trend, u koncentracijskom podruéju od ¢ = 2-10*

mol/dm? do 1:1073 mol/dm?>.

3,4-dihidroksibenzojeva kiselina detektirana je u realnim uzorcima diferencijalnom
pulsnom voltametrijom, koriste¢i elektrodu od staklastog ugljika, gdje je njena koli¢ina varirala
od 2 uM do 9 uM. Najvece koncentracije 3,4-dihidroksibenzojeve kiseline detektirane su u

voénom soku (uzorak 1), dok su najnize koncentracije detektirane u kavi od cikorije (uzorak 3).
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